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A doença da urina do xarope do bordo (DXB) é uma doença metabólica hereditária caracterizada 
predominantemente por disfunção neurológica. No entanto, os mecanismos subjacentes à neuropatologia 
dessas alterações ainda não estão claros. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da 
administração aguda e crônica de um pool de aminoácidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e 
valina) sobre a atividade da acetilcolinesterase e expressão de mRNA  no cérebro e soro de ratos durante 
seu desenvolvimento, e se o tratamento com antioxidantes preveniu as alterações induzidas por estes 
aminoácidos de cadeia ramificada. Nossos resultados mostraram que a administração aguda do pool de 
aminoácidos de cadeia ramificada em ratos de 10 e 30 dias de idade aumentou a atividade da 
acetilcolinesterase no córtex cerebral, estriado, hipocampo e no soro. E também que a administração 
crônica aumentou a atividade da acetilcolinesterase em todas as estruturas estudadas, e o tratamento 
antioxidante foi capaz de impedir este aumento. Além disso, ocorreu significativa diminuição da 
expressão de mRNA do gene da acetilcolinesterase no hipocampo, após administração aguda em ratos de 
30 dias de idade. A expressão de mRNA da acetilcolinesterase foram aumentados significativamente após 
a administração crônica de  pool aminoácidos de cadeia ramificada. O tratamento antioxidante foi capaz 
de impedir o aumento da atividade da acetilcolinesterase, mas não de alterar os níveis de Mrna. Os 
resultados do presente estudo demonstraram um aumento acentuado na atividade da acetilcolinesterase 
em todas as estruturas cerebrais estudadas após a administração do pool de aminoácidos de cadeia 
ramificada. Além disso, o aumento da atividade da acetilcolinesterase foi prevenido pela co-
administração de NAC e DFX.  
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A doença do xarope do bordo (DXB) é um erro inato do metabolismo causado por uma grave 
deficiência na atividade do complexo -acetoácido desidrogenase de cadeia ramificada. Deste modo, 
resulta no acúmulo de aminoácidos de cadeia ramificada (ACR) leucina, isoleucina e valina e 
conseqüentemente de seus respectivos α-cetoácidos de cadeia ramificada (CCR), ácido α-cetoisocapróico 
(CIC), ácido α-ceto--metilvalérico (CMV) e ácido α-cetoisovalérico (CIV) (Chuang e Shih 2001). A 
incidência mundial é de 1:100.000 casos da doença em nascidos vivos (Chuang e Shih 2001; Mackenzie e 
Woolf 1959; Zinnanti et al. 2009), embora seja muito maior em populações étnicas especificas, como em 
famílias menonitas que se aproxima a 1:200 casos (Morton et al. 2002; Zinnanti et al. 2009). Pacientes 
afetados pela forma clássica deste transtorno apresentam encefalopatia, caracterizada por episódios de 
cetoacidose, apnéia, convulsões e coma, podendo levar à morte. Imagens do sistema nervoso central 
(SNC) revelam baixa densidade da substância branca correspondente a hipomielinização/desmielinização 
e atrofia cerebral (Chuang e Shih 2001; Schonberger et al. 2004; Tribble e Shapira 1983).  
Seqüelas neurológicas estão presentes na maioria dos pacientes, mas os mecanismos subjacentes 
à neurotoxicidade deste distúrbio ainda não são claros. No entanto, leucina e/ou seus cetoácidos são 
considerados os principais metabólitos neurotóxicos na DXB, uma vez que o aumento das concentrações 
plasmáticas destes compostos (cerca de 5,0 mM) está associado com o aparecimento de sintomas 
neurológicos. Estudos em ratos com a forma intermediária da DXB e uma dieta rica em proteínas 
mostraram que o início dos sintomas comportamentais foi concomitante a depleção de neurotransmissores 
e que os sintomas mais graves estavam associados com a depleção de energia secundária à alterações no 
ciclo de Krebs (Zinnanti et al. 2009). Tem sido postulado um déficit de energia cerebral provocado pelo 
acúmulo de metabólitos na DXB (Danner e Elsas 1989; Halestrap e Brand 1974; Howell e Lee 1963; 
Land et al. 1976; Pilla et al. 2003), baixos níveis cerebrais de aminoácidos essenciais levando à 
diminuição da síntese de neurotransmissores (Araujo et al. 2001; Wajner e Vargas 1999; Wajner et al. 
2000) e uma deficiência de mielina (Appel 1966; Taketomi et al. 1983; Treacy et al. 1992; Tribble e 
Shapira 1983), podendo contribuir para o desenvolvimento de lesão cerebral.  
Tem sido descrito que os prejuízos de memória, aprendizagem e comportamento observados em 
pacientes com demência são causados, pelo menos em parte, por mudanças na função do sistema 
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colinérgico (Blokland 1995; Fodale et al. 2006), já que há evidências consistentes de que baixos níveis de 
acetilcolina (Ach) no cérebro estão relacionados com a disfunção cognitiva (Bartus et al. 1982; Mesulam 
2004). A transmissão colinérgica é principalmente determinada pela hidrólise da Ach pela enzima 
acetilcolinesterase (AChE: EC 3.1.1.7). Esta enzima está presente na forma G4 (ligada á membrana) e 
forma G1 (citosólica) em diferentes regiões cerebrais (Das et al. 2001). No cérebro de mamíferos a forma 
G4 representa 60-90% da AChE total, dependendo da região anatômica, o restante sendo composto pelas 
formas G1 e G2 (Descarries et al. 1997). AChE é uma enzima muito importante em muitos organismos 
vivos, inclusive os vertebrados e seres humanos. É essencial para o funcionamento normal do sistema 
nervoso, uma vez que interrompe rapidamente a ação da Ach liberada na sinapse (Soreq e Seidman 2001). 
A AChE é associada ao desenvolvimento cerebral, aprendizagem, memória e dano neuronal (Ballard et al. 
2005; Metz e Tracey 2005; Zimmerman e Soreq 2006). Além disso, tem sido descrito que a colinesterase 
está envolvida na ativação da modulação glial, fluxo sanguíneo cerebral, cascata amilóide, fosforilação 
tau, bem como na ação da proteína de adesão e no seu desenvolvimento sináptico e sua manutenção 
(Ballard et al. 2005; Silman e Sussman 2005). 
Considerando que os pacientes com DXB costumam apresentar um grau variado de retardo 
mental e outros sintomas neurológicos, decidimos investigar se a administração aguda e crônica de um 
pool de aminoácidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina, valina) afetaria a atividade da AChE e a 
expressão de mRNA no cérebro e soro de ratos durante o seu desenvolvimento, e se o tratamento 
antioxidante (N-acetilcisteina (NAC) E deferoxamina (DFX)) mostra ser um tratamento eficaz na DXB. 
 
Materiais e Métodos  
 
Animais  
Ratos Wistar foram obtidos através do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Foram 
acondicionados em grupos de cinco, com livre acesso a água e comida, em um ciclo claro-escuro de 12h 
(luzes acessas ás 7:00), a uma temperatura de 23 ± 1oC. Todos os procedimentos experimentais foram 
realizados de acordo com o Instituto Nacional para o cuidado e uso de animais de laboratório e da 
Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento, com a aprovação do comitê de ética da 





Administração aguda do pool de aminoácidos de cadeia ramificada  
Os animais receberam três administrações por via subcutânea (em intervalos de 1h entre si) do pool de 
aminoácidos de cadeia ramificada (15.8 µL/g do peso corporal) contendo leucina ( 190 mmol/L ), ( 
isoleucina 59 mmol/L ) e ( valina 69 mmol/L ) em solução salina (0.85% NaCl) ou salina para o grupo 
controle. O pool de aminoácidos de cadeia ramificada e solução salina foram administrados em ratos 
infantes (10 dias) e jovens (28 dias) com n=6 (Bridi et al. 2006). Uma hora após a última injeção, os 
animais foram mortos por decapitação, o sangue foi coletado e o soro separado (centrifugado a 750 × g 
por 10 min). O cérebro foi rapidamente removido e o hipocampo, estriado e córtex cerebral foram 
separados para a avaliação da atividade da AChE.  
 
Administração crônica do pool de aminoácidos de cadeia ramificada e tratamento com antioxidante  
Os animais foram divididos em três grupos: 1) Controle (salina); 2) DXB (Induzida pelo pool de 
aminoácidos de cadeia ramificada); 3) DXB tratado com a combinação de NAC (20 mg/kg) e DFX (20 
mg/kg).Os animais receberam duas administrações por via subcutânea (com intervalo de 12h) do pool de 
aminoácidos de cadeia ramificada (15.8 µL/g do peso corporal) contendo leucina ( 190 mmol/L ), ( 
isoleucina 59 mmol/L ) e ( valina 69 mmol/L ) em solução salina (0.85% NaCl) a partir do 7 dia de vida, 
duas vezes por dia durante 21 dias (ultima injeção no 27° dia) (Bridi et al. 2006) (n=6). NAC foi 
administrada por via subcutânea duas vezes ao dia (12h de intervalo uma da outra) e DFX uma vez a cada 
dois dias durante 21 dias (Di-Pietro et al. 2008). Doze horas após a última injeção, os animais foram 
mortos por decapitação, o sangue foi coletado e o soro separado (centrifugado a 750 × g por 10 min). O 
cérebro foi rapidamente removido e o hipocampo, estriado e córtex cerebral foram separados para a 
avaliação da atividade da AChE.  
 
Atividade da Acetilcolinesterase   
A atividade desta enzima foi realizada de acordo com o método descrito por Ellman e colaboradores 
(1961). A hidrólise da acetilcolina foi avaliada em uma concentração de 0,8 mM em 1 mL de uma 
solução contendo tampão fosfato 100 mM (pH 7,5) e DTNB 1,0 mM. Cinqüenta microlitros de amostra 
foram adicionados à solução e pré-incubadas por 3 min. A hidrólise foi monitorada pela formação do 
diânion tiolato de DTNB a 412 nm por 2-3 min em intervalos de 30 s para uma temperatura de 25 ° C. As 
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amostras foram avaliadas em duplicata. A proteína foi medida pelo método de Lowry e colaboradores 
(1951) usando soro albumina bovina como padrão.  
 
Análise semi-quantitativa da expressão gênica RT-PCR  
A análise de expressão das subunidades catalíticas da AchE foi realizado por uma análise semi-
quantitativa RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction). O estriado, hipocampo e o 
córtex cerebral foram dissecados em condições estéreis e imediatamente submetido a uma extração de 
RNA total pelo método TRIzol ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instruções do 
fabricante. RNA foi quantificado por espectrofotometria e espécies cDNA foram sintetizadas com o kit 
ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega). As reações de PCR para genes AChE e -actina 
(da Silva 2008) foram realizadas utilizando 0,1 µM primers (ache forward: 5’- GAC TGC CTT TAT CTT 
AAT GTG -3’ e reverse: 5’- CGG CTG ATG AGA GAT TCA TTG -3’; -actin forward 5-TAT GCC 
AAC ACA GTG CTG TCT GG-3; e reverse 5-TAC TCC TGC TTC CTG ATC CAC AT-3) 0,2 µM 
dNTP, 2 mM MgCl2 e 0,1 U Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen), em um volume total de 25uL de 
AChE e 20uL de -actina. As seguintes condições foram utilizadas para as reações de PCR: 1minuto a   
94   °C,  1min para a temperatura de anelamento (54 ° C para a -actina e 55 ° C para a AChE) e 1 min a 
72 ° C por 35 ciclos. Pós-extensão a 72 ° C foi realizada por 10 min. Para cada conjunto de reações de 
PCR, o controle negativo foi incluído. Produtos do PCR (AChE: 785bp, -actina: 210bp) foram 
analisados em gel de agarose 1,5%, contendo GelRed ® (Biotium) e visualizado sob luz ultravioleta. Low 
DNA Mass Ladder (Invitrogen, EUA) foi utilizado como marcador molecular e a normalização foi 
realizada utilizando--actina como um gene constitutivo. 
 
Análise estatística  
Os resultados são apresentados na forma de média ± desvio padrão. Os ensaios foram realizados em 
duplicata e a média foi utilizada para análise estatística. Testes para determinação de normalidade e 
igualdade de variâncias foram realizados para examinar se os nossos dados são qualificados para os testes 
estatísticos paramétricos. Os dados foram distribuídos normalmente (Shapiro-Wilk, P> 0,05) com 
variâncias iguais entre as amostras (teste de variâncias iguais, P> 0,05). Assim, o teste t de Student foi 
utilizado para comparação de duas médias. Análise de variância de uma via (ANOVA), seguido de Tukey 
HSD Post-Hoc Tests foi utilizado para comparação das três médias.. Diferenças entre os grupos foram 
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classificados como significativos quando P <0,05. Todas as análises foram realizadas em um computador 
PC IBM-compatível, utilizando o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).  
 
Resultados   
 
               Primeiro examinamos os efeitos da administração aguda e crônica de um pool de aminoácidos 
de cadeia ramificada sobre a atividade da AChE no córtex cerebral, hipocampo, estriado e soro de ratos 
de 10 e 30 dias de idade. Observamos que a administração aguda de um pool de aminoácidos de cadeia 
ramificada em ratos de 10 e 30 dias de idade aumentou a atividade da AChE no córtex cerebral, estriado, 
hipocampo e no soro, quando comparado ao grupo controle (Figura 1 e Figura 2, respectivamente).Além 
disso, a administração crônica de um pool de aminoácidos de cadeia ramificada aumento a atividade da 
AChE no córtex cerebral, hipocampo, estriado e soro; o tratamento com antioxidante foi capaz de 
prevenir o aumento da atividade da AChE (Figura 3).  
               A regulação da atividade da AChE pode ser uma conseqüência do controle transcricional e/ou 
modificações pós-translacionais. Efeitos da administração aguda e crônica de um pool de aminoácidos 
sobre os níveis de mRNA da AChE no cérebro são apresentados na Figura 4, 5 e 6.Comparado ao grupo 
controle uma diminuição significativa dos níveis de mRNA da AChE no hipocampo foi observado após a 
administração aguda em ratos de 10 e 30 dias de idade. Por outro lado, os níveis de mRNA da AChE 
aumentaram significativamente após a administração crônica de um pool de aminoácidos de cadeia 
ramificada no córtex cerebral, mas diminuiu no estriado.  
 
Discussão   
 
A fisiopatologia dos sintomas neurológicos e atrofia do cérebro de pacientes com DXB parece 
ser múltipla e ainda é pouco conhecida (Chuang e Shih 2001). No entanto, há dados na literatura 
sugerindo que os metabólitos acumulados na DXB podem estar envolvido na neuropatologia dessa 
doença. Estudos têm demonstrado que os aminoácidos de cadeia ramificada e seus cetoácidos podem 
induzir alterações no metabolismo energético (Amaral et al. 2010; Danner e Elsas 1989; Howell e Lee 
1963; Land et al. 1976; Pilla et al. 2003; Ribeiro et al. 2008; Sgaravatti et al. 2003), estresse oxidativo 
(Barschak et al. 2006; Bridi et al. 2003; 2005a; 2005b; Fontella et al. 2002), e causar alterações 
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significativas nos níveis de neurotransmissores glutamato, aspartato e γ-aminobutírico (GABA) no 
cérebro (Dodd et al. 1992; Prensky e Moser 1967; Tavares et al. 2000; Yudkoff et al. 1994). Além disso, 
foi demonstrado que a administração crônica de leucina em ratos em desenvolvimento faz com que ocorra 
mudanças duradouras de comportamento relacionadas com a aprendizagem e memória (Melo et al. 1999).  
A AChE é associado com o desenvolvimento do cérebro, aprendizado e memória e dano 
neuronal (Ballard et al. 2005; Metz e Tracey 2005; Zimmerman e Soreq 2006). A ativação da AChE leva 
a uma rápida degradação da acetilcolina e um baixo estímulo subseqüente de receptores de acetilcolina 
causando efeitos indesejáveis sobre as funções cognitivas (Tõugu e Kesvatera 1996; Soreq e Seidman 
2001). Baseados em nossos resultados podemos sugerir que o aumento na atividade da AChE causada 
pelo acúmulo de aminoácidos de cadeia ramificada leva a uma rápida redução da neurotransmissão 
colinérgica devido a uma diminuição dos níveis de acetilcolina na fenda sináptica, contribuindo assim 
para um declínio cognitivo progressivo e outras disfunções neurológicas visto em pacientes com DXB. 
Além disso, várias linhas de evidência (Greenfield 1984; Inestrosa et al. 1996; Karpel et al. 1996; Layer e 
Willbold 1995) demonstraram atividades não-catalíticas para a AChE, demonstrando que a enzima 
desempenha um papel complexo, modulando o crescimento e morte celular. Jiang e Zhang (2008) 
mostrou que as isoformas da AChE participam da apoptose de duas maneiras: através da promoção ou 
supressão de morte celular. A melhora da expressão variante da AChE pode influenciar na expressão de 
outro grupo de genes, incluindo aqueles envolvidos na apoptose (Ben-Ari et al. 2006). Além disso, a 
AChE também contribui para a formação do apoptossomo durante a apoptose. O silenciamento da AChE 
com siRNA bloqueia a interação entre fator de ativação de protease de apoptose 1 e o citocromo c (Park 
et al. 2004). Uma vez que a apoptose está envolvida na fisiopatologia da DXB, através de uma via 
independente do citocromo c (Jouvet et al. 2000) e AChE é capaz de promover apoptose, nossos 
resultados podem explicar, pelo menos em partes, as seqüelas neurológicas associadas com as altas 
concentrações plasmáticas de metabólitos na DXB.  
A fim de verificar, se o gene da AChE pode ser modulado após a administração aguda e crônica 
de um pool de aminoácidos de cadeia ramificada em ratos de 10 e 30 dias de idade, realizamos 
experimentos semi-quantitativos de RT-PCR após estes tratamentos. Interessantemente, os resultados 
demonstraram que os níveis de mRNA da AChE foram significativamente menores no hipocampo após a 
administração aguda do pool de aminoácidos, sugerindo que o aumento da atividade da AChE observados 




de transcrição é continuamente controlado pela regulamentação da transcrição/tradução, interações 
proteína-proteína / modificações, e uma rede metabólica, que formam um sistema que permite que as 
células respondam de forma sensível a múltiplos sinais que existem em seu ambiente (Krishna et al. 
2006). O fenômeno conhecido como ciclo feedback negativo (Keseler et al. 2005; Salgado et al. 2001), 
que situa-se na interface das redes metabólicas e genéticas, poderia esclarecer o concomitante aumento da 
hidrólise ACh e a diminuição dos níveis de mRNA da AChE no hipocampo após a administração aguda 
de um pool de aminoácidos de cadeia ramificada. Grifman e colaboradores (1997) vêm demonstrando que 
a subunidade catalítica da proteína quinase dependente de cAMP (PKA) pode fosforilar AChE em sítios 
não-consensuais. Observamos que as subunidade catalíticas da AChE de ratos apresentam uma alta 
pontuação prevista de possíveis sítios de forforilação: S-88 (PKA), T-280 (PKA) e S-593 (PKC) de 
acordo com a análise realizada em NetPhosk, uma ferramenta de predição de fosforilação de proteínas 
quinase-específica. Assim, a fosforilação PKA é uma possível candidata para realizar a ativação da 
atividade AChE observada após a administração aguda de um pool de aminoácidos de cadeia ramificada. 
Por outro lado, os resultados demonstraram que os níveis de mRNA da AChE aumentaram 
significativamente após a administração crônica de um pool de aminoácidos de cadeia ramificada no 
córtex cerebral, sugerindo que o aumento da atividade AChE observado neste tratamento pode ser 
diretamente relacionado a uma maior expressão do gene AChE. Interessantemente a administração de 
antioxidante foi capaz de impedir o aumento da atividade da AChE, mas não de alterar os níveis de 
mRNA. No estriado, os níveis de mRNA da AChE diminuíram significativamente após a administração 
crônica do pool de BCAA, sugerindo que o aumento da atividade da AChE observada nesta região não 
está directamente relacionado com um aumento da expressão de gene da AChE, mas com possíveis sítios 
de fosforilação. Portanto, a regulação da atividade AChE observada no estriado poderia ser atribuída a 
possíveis alterações no estado de fosforilação da mesma. Neste contexto, sugerimos que a fosforilação 
PKA realiza a ativação da atividade da AChE após a administração crônica, já que o tratamento com 
antioxidantes foi capaz de impedir o aumento da atividade da AChE e que ERO estão envolvidas em 
diferentes eventos  de capacitação relacionados com o aumento dos níveis de cAMP e ativação da via 
PKA  dependendo de AMPc (Aitken et al. 1998; Herrero et al. 2000; Leclerc et al. 1997). Assim, a 
fosforilação de PKA poderia ser um fator decisivo na mudança de conformação da enzima, levando a um 
aumento da afinidade da enzima com o substrato (Aldunate et al. 2004; Das et al. 2001; Melo et al. 2003).  
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Em conclusão, os resultados do presente estudo demonstraram um aumento acentuado na 
atividade da AChE em todas as áreas do cérebro que foram avaliadas após a administração de um pool de 
aminoácidos de cadeia ramificada. Além disso, o aumento da atividade da AChE foi impedido pela co-
administração de NAC e DFX; estes compostos aumentaram a eficiência da transmissão colinérgica, 
impedindo a hidrolise da acetilcolina liberada, pela inibição da AChE, tornando assim mais disponíveis 
acetilcolina na sinapse colinérgica (Benzi e Morreti 1998; Das et al. 2002; Grisaru et al. 1999). Nesta 
linha, podemos supor que uma diminuição da atividade AChE pelo tratamento antioxidante pode 
contribuir para aumentar os níveis de ACh e, conseqüentemente, para melhorar as funções cognitivas, tais 
como o aprendizado e a memória (Kaur et al. 2007; Mesulam et al. 2002).  
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Figuras   
 
 
Figura 1: Efeito da administração aguda de aminoácidos de cadeia ramificada sobre a atividade da 
acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo, estriado, córtex cerebral e soro de ratos de 10 dias. Os 
dados são expressos como média ± desvio padrão para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * p 




Figura 2: Efeito da administração aguda de aminoácidos de cadeia ramificada sobre a atividade da 
acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo, estriado, córtex cerebral e soro de ratos de 30 dias. Os 
dados são expressos como média ± desvio padrão para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * p 





Figura3: Efeito da administração crônica de aminoácidos cadeia ramificada e aqueles tratados com 
N-acetilcisteína (NAC) e deferoxamina (DFX) sobre a atividade da  acetilcolinesterase (AChE) no 
hipocampo, estriado, córtex cerebral e soro de ratos durante seu desenvolvimento. Os dados são 
expressos como média ± desvio padrão para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * p <0,05; 




Figura 4: Expressão de mRNA da acetilcolinesterase (AChE) após administração aguda de 
aminoácidos cadeia ramificada no hipocampo, estriado, córtex cerebral e soro de ratos de 10 dias. 
Os dados são expressos como média ± desvio padrão para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * 




Figura 5: Expressão de RNAm da acetilcolinesterase (AChE), após administração aguda de 
aminoácidos cadeia ramificada no hipocampo, estriado, córtex cerebral e soro de ratos de 30 dias. 
Os dados são expressos como média ± desvio padrão para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * 




Figura 6: Expressão de RNAm da acetilcolinesterase (AChE) após a administração crônica de 
aminoácidos de cadeia ramificada e aqueles tratados com N-acetilcisteína (NAC) e deferoxamina 
(DFX) no hipocampo, estriado, córtex cerebral e soro de ratos durante seu desenvolvimento. Os 
dados são expressos como média ± desvio padrão para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * p 
<0,05 (teste de Tukey). 
 
 
